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Matrix m etallopr oteina se9くM M P－9I の 性質 と活性化機構 を解明す る た め に ， 腰瘍壊 死 因子 a
ttu m or n e c ro sis factor a ， T N Fdり 100u nitslmlJ で処理 した ヒ ト線推肉腫tH T lO呵 細胞培養液よ
り 5 つ の カ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に よ っ て 潜在型 M M P－9 を精製 し た ． 精製さ れ た潜在型 M M P－9 は
S Odiu m dcde cyls ulfateくS DSJ－ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動上還元状態で 分子 量92，000の 単 一 な バ
ン ドと し て観察さ れ た ■ M M P－9 の 活性 は etyle ndia minetetr aa c etic a cidくE D T Al， 1， 10－ フ ェ ナ ン ス ロ
リ ン 及び組織由来メ タ ロ プ ロ テ ィ ナ ー ゼイ ン ヒ ビ タ J tiss ue in hibitor ofm etalloproteina se s， TIM Plに
よ り阻害され た が ， セ リ ン プ ロ テ ィ ナ ー ゼ
，
シ ス テイ ン プ ロ テ ィ ナ ー ゼ ， ア ス パ ラ ギ ン 酸プ ロ ティ ナ ー
ゼ に 対す る 阻害剤 で は 阻害 さ れ な か っ た ． M M P－9 は37OC で I 塾ゼ ラ チ ン に 対 し 著 し い 分 解活性





Cに お い てIV軋 V 型 コ ラ ー ゲ ン を ， 2 5
0
Cに お い て工工型 コ ラ ー ゲ ン を 分解 し た ． 潜 在型
M M P－9 は 1．Om M p－a minophe nyh e rc uric a cetatetA P M Aンで37
O
C， 24時間反 応 させ る こ と に よ り最大
に 活性化 され ， そ の 後括性 は徐々 に 低下 した ■ 活性化に 伴 い ， 滞在型 M M P－9 は分子 量83，000の 中間型
を経て ， 67，000の 活性型 に 低分子化 し た ． N 末端 ア ミ ノ 酸配列と モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 を用 い た イ ム ノ ブ
ロ ッ ト法の デ ー タ か ら 了活性 型 M M P－9 は 滞在 型酵素の N 末端 とC 末端ペ プ チ ド の 除去に よ り出現す る
こと が明 か と な っ た ． T n 4Pを結合さ せ た滞在型 M MP．9 を A P M Aで 滴性化す る と ， 中間型 M M P．9
く分子 量83，00 0I か ら 活性型酵素 く分子 量6 7，0 00I へ の 移行が 阻害 さ れ た ． こ の こ と か－ら T m 膵 は
M M P－9 活性 を不 活化す る の み な ら ず， 活性化自体の 阻害 に よ り M M P－9 活性調節 に 二 重 の 役割を果 た
して い る こ と が 明か と な っ た 一 カ テ プ シ ン G ， トリ プ シ ン ， ぽ ヰ モ ト リプ シ ン も潜在型 M M P－9 を活性
化 したが ， 好中球 エ ラ ス タ ー ゼ ， プラ ス ミ ン ， ト ロ ン ビ ン ， プ ラ ズ マ カ リ ク レ イ ン で は 活性化 さ れ な
か っ た ． ま た
， 活性酸素種の 1 つ で あ る H O Clに よ り分 子 量83，000の 中間型 M M P，9 が 活性化され た ．
これ らの 結果 か ら ， M M P－9 は好 中球由来の 蛋白分解酵素や活性酸素 な ど に よ り活性化さ れ ， 生体 内の
種々 の 細胞外マ トリ ッ ク ス 分 解に 重 要な 役割 を果 たす こ とが 示 唆さ れ た ．
Key w o rds m eta1loproteinase， Chara cterization ， a Ctiv ation， a Ctiv e o xy gen，
tiss u ein hibitor of m etalloproteinases
金属依存性 蛋白分解酵素 で あ る m atrix m etallo－ ． 転移に 伴う細胞外 マ トリ ッ ク ス の 分 解に 関与 する こ
proteinas esくM M Psl は 生体内 の 種 々 の 細 胞外 マ ト とが 知ら れ て い る ． M MPs は現在ま で に 10種 類 が 報
リ ッ ク ス分解能 を有 し ， 炎症性疾患 や悪性腫瘍 の 浸潤 告さ れ て お り ， い く つ か の 共通 し た特性と その ア ミ ノ
A bbreviation s こA P M A， p． a minophenylmerc uric ac etateニ D F P， di－is oprop yl flu orophos－
phate ニ E D T A， etyle ndiam ine tetraacetic acid三 M M P， m atrix m etanoproteinase三 P A G E，
polyacryla mide gel electrophoresi ニ P M S F， phe nylmetha n s ulfonyl flu orideニ R P M I1640，
934 五 之
酸配列に お け る相同性か ら 一 種 の 遺 伝子 フ ァ ミ リ
ー と
考え られ て い る り
2I
． こ れ ら は 基質特異性 か ら問質性 コ
ラ ゲ ナ ー ゼ ， ゼ ラ チ ナ
ー ゼハマ型 コ ラ ゲ ナ ー ゼ お よ び
ス ト ロ ム ライ シ ン の 3 つ の サ ブ ク ラ ス に 分け られ て い
る ． こ れ ら の う ちゼ ラ チ ナ
ー ゼノ押 型 コ ラ ゲ ナ ー ゼ に
は M M P．2く72k Da ゼラ チ ナ ー ゼIIV型 コ ラ ゲ ナ
ー ゼ1
と M M P－9く92k Da ゼ ラナ ナ ー ゼIIV 塾コ ラ ゲ ナ
ー ゼ1
が 区別 され て い る ．
M M P．9 は好中球こい．5や マ ク ロ フ ァ ー ジ6－ な どの 炎症
細胞や軟骨細胞
5I
及 び腫瘍細胞丁ト13一に よ っ て分泌さ れ る





腰瘍7ト9り訓 川ぶ．に よ っ て 合成， 分泌さ れ る こ と が知 ら れ て
い る ． しか し， 腫瘍細胞に お い て は高転移性細胞株の
み に M M P－9 が発現 され る こ と か ら ， M M P－9 が癌細
胞の浸潤 ． 転移 に 特 に 重 要と 考 え ら れ て い る
7刷
． ま
た ， M M P－9 は 12－0．tetrade ca n oylphotbo113
－ aC etate ，
epide n n algro wthfa cto r， inte rle uk in
－1P ， 腫瘍壊死 因
子 a くtu m o r n e cr osi fa cto rLr ， T N Fa l な どの 腫瘍
プ ロ モ ー タ ー ， 増殖因子 お よ び サイ トカ イ ン で 発現さ
れ る の に 対 し10112，， M M P－2 の 分泌量 は こ れ らの 因子 で
全く 影響 を受 け な い こ と が 知 ら れ て い る
10I1 4－
． ニ の こ
と は両者が少 な くと も そ の 発現 に お い て は き わ め て異
な る こ と を 示 し て お り ， 生化学的性質や活性化機構 に
っ い て も 相違点が存在 す る 可 能性が 考 え ら れ る ■ 最
近， O kada ら
14，は M M P－2 を精製 し そ の 性質と 活性化
機構を詳細 に 報告し た ． し か し ， M M P
－9 に 関 し て は
好中球 釧 や ラ ッ ト腫瘍細胞
13，
よ り 精製 し た報告 はみ ら
れ るが ， ヒ ト腫 瘍細胞由来の 酵素 を単
一 標 品に 精製 し
た報告 はな い ． また ， 潜在型 M M P－9 の 性質や活性化
機構 に つ い て は な お 不 明 な点が 多 く ， M M P－2 との 比
較検討 は全く行わ れ て い な い ．
本研 究に お い てほ ヒ ト線推肉腫くH T l O801 細胞株よ
り潜在型 M M P－9 を単 一 標品 に 精製し ， そ の 性 質と活
性化機構の 解明 を試み た ．
材料 お よ び方法
l ． 実験材料
アク リ ル ア ミ ド ， ジチ オス レ イ ト
ー ル
，
エ チ レ ン ジ
ア ミ ン 四 酢 酸 四 ナ ト リ ウ ム くethyle ndia min e tetr a
－
ac etic acid． E DT Al， ヨ
ー ド ア セ トア ミ ド ． 次亜塩素
酸ナ トリ ウ ム くsodiu m hypo chlorite s olutio n． NaO Cll
及 び ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム くSく通iu m dodecyl
stllfate
，
S D Sl は和光純薬よ り購入 した ． P rア ミ ノ
Ros w ell Park Me m orial In stitute M edia 1640三
フ ユ ニ ル 酢 酸 第 二 水 銀 くp．a minophenylme rcuric
a c etate ， A PM AI， 1 ， 10
－ フ ェ ナ ン ス ロ リ ン
，
ジイ
ソ プ ロ ピ ル フ ル オ ロ リ ン 酸 ， ジ メ チ ル ス ル フ ォ キシ
ド ， N－ エ チ ル マ レ イ ミ ド ， 周 一 メ ル カ プ トエ タ ノ ー
ル
，
ペ ブ ス タ チ ン A ， フ ェ ニ ル メ タ ン ス ル ホ ニ ル フル
オ リ ド ， プ ラ ス ミ ノ
ー ゲ ン
， 好 中球 エ ラ ス タ ー ゼ ， カ
テ プ シ ン G
，
トリ プ シ ン 汀P C K処理1， 此 －キ モ トリ
プ シ ン
，
ト ロ ン ビ ン ， プラ ズ マ カ リ ク レ イ ン ， ク
ー マ
シ ー プ リ リ ア ン ト ブ ル
ー R 250 は Sigm a 社 くSt．
Lo us ， U． S ． A．1 よ り 購 入 し た ． Ro s w ell Park
Mem ori al hstitute Media 1640くR P M I 16401培地は日
水製薬 くTokyol， ラ ク ト ア ル ブ ミ ン く水解物j は
Gibc o 社 くNew York， U． S． A －I よ り 輯 入 し た ．
Y M－10 メ ン プ ラ ン ， 限 外 濾 過 装 置 と Gree nA
Dye m atrex ゲ ル は ア ミ コ ン 社製 tD 孤 V erS． U． S． A－1
を 用 い た ． ま た ， Sephadex G－10， ゼ ラ チ ン セ フ ァ
ロ ー ス
，
ウ ル ト ラ ゲ ル AcA 44 は P hara m aci 社
くUp ps ala ， Sw edenl， D E A E
一 セ ル ロ ー ス は Whatm a n
社 くM aidston e． Englandl， A ffi－gel l Oは Bio，Rad社
くfuchm o nd ． U． S． A．1． さ ら に
I
C ． 無水酢酸， 125Iおよ
び オ ー ロ ダイ は Am e rsha m Japan 社 くTokyol より購
入 した ．
ラ ミ ニ ン と Engelbreth－ Hor m．Sw a r mくE H Sl肉腫由
対 V型 コ ラ ー ゲ ン は丹沢和比古博 士 く三共株式会社 ，
発酵研鄭刑 よ り ， VI型 コ ラ ー ゲ ン は Rupe rtT 血pl博
士 くMa xPlan ck．hstitutfu rBicxIhe mie ， Ger m anylよ
り
，
ま た ヒ ト胎盤由来1工I型， V型 コ ラ ー ゲ ン は源利成
博 士 体 学が ん 研究所 ， 外 剛 よ り 提供 を受 けた ． ま
た ， 慢性関節 リ ュ ー マ チ 滑膜細胞由来の 組織由来メタ
ロ プ ロ テ ィ ナ
ー ゼ イ ン ヒ ビタ ー くtissu einhibitor of
m etalloproteinas es， T n 4Pl と T MP に 対する モ ノク
ロ ー ナ ル 抗体19－は 愛知学院大学歯学部早川太郎教授よ
り ． ヒ ト血 清由来 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン は本学第
一 病理学
教室河原栄博士 より 恵与さ れ た ． T N Fぽ は大日本製
薬株式会社くSuital よ り供与 さ れ た ． 潜在型 M MP
．9
の N 末端部 と C末端部 を それ ぞ れ 特異的 に 認識するモ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 57－13 D8 と 56．2A4 は金 沢大学医療
技術短期 大学部岡田保典助教授 よ り提供 を受 けた一 ま
た ， こ れ ら の モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗体 を 用 い たサ ン ドイ ッ
チ酵素抗体法20，に よ る滞在型 M M P－9 の 測定は寓士薬
品工業岩田和士博士 の 協力 を得て行 っ た ．
H ． H TlO80 細胞培養液の 調 整
H T lO80細胞 を15％牛胎児血清くGibc oL d3．1を含む
S D S， SC Xliu m dode cyl s ulfateニ TIMP， tis
s ue
in hibitor of m etalloproteinas es三 T N Fa ， tum O r n e C r O Sis factor a
H T lO80細胞由来 92k Da ゼ ラ チ ナ ー ゼ
紆 MI 1640培養液中 で 培養 した ． 培養細胞が コ ン フ ル
ェ ン トに達 する直前 に 培養液 を捨て ハ ン ク ス 液で 3 回
洗浄し た■ 次い で Okada ら
121の 方法に 従い ， 0．2％ ラ
グトア ル ブ ミ ン を含 む無血 清 RP M 王1640培養液 に 換
え 100u nitslmlの T N Fa を添加 した 一 T N Fa 添加




MM P－9 の精製材料 と し た ■
m ． 酵素活 性の 測 定
精製過程 に お い て は各 カ ラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー 分
画中のゼ ラ チ ン 分解活性 を ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ
ー トゲ
ル法で検討 した ． さ ら に ， T m 4Pの 濃度 をサ ン ドイ ッ
チ酵素抗体法
孤－
で 測定 した ． ま た ， 精 製 し た M M P－9
につ い て は コ ラ ゲ ナ
ー ゼ活性 ， ゼラ ナ ナ ー ゼ 活性 ， ト
ラ ンス フ ェ リ ン 分解活性及 び プ ロ テ オ ブリ カ ン 分解清
性を測定し た ． コ ラ ゲ ナ
ー ゼ活性と ゼ ラ チ ナ ー ゼ 活性
はそれ ぞれ Ca w sto n ら
21， と Harris ら
22一の 方法に 従 っ
てア ツセ イ した ． こ れ らの ア ッ セ イ で は モ ル モ ッ ト皮
膚由来の I塾 コ ラ ー ゲ ン を ， Gis slo w ら
2 3，の 方法 に よ
り
1
C．無水酢酸で標識 し た コ ラ ー ゲ ン と そ の 熱変性
即 C， 30分処理1 した ゼ ラ チ ン を基質 と し て用 い た ．
また， トラ ン ス フ ェ リ ン 分解活性は O kada ら24Iの 方法
に従い ヒ ト トラ ン ス フ ェ リ ン を 刊－ ヨ ー ド酢 酸 で 標識
した 里一 カ ル ポ キ シ メ チ ル 化 トラ ン ス フ ェ リ ン を 基質
としてア ツ セ イ し た ． さ ら に プ ロ テ オ グ リ カ ン 分解活
性は Naga seら
25，
の方法 に 従 っ て ア ッ セ イ した ． こ れ
らの分解活性は滞在型 M M P－9 を 1．Om M A P M A で
37
0
C， 24時間活性化後 に 測定 した ．
N ． 潜在型 M M P．9 と T r MこPの ヨ ウ素化
精製し た滞在型 M M P．9 と T m 4P を Frakerら26，の
方法に 従 っ て 12可 と結 合 さ せ た ． ラ ベ ル 後 末結合の
125
I をJO kada ら2 心の 方法 に 従い 一lス ピ ン カ ラ ム ，， を用
いて除去した ．
V
． S DS－ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動
くs odiu m dodecyl sul fate， pOlya c ryla mide gel
electr opho re si
．
S D S－ P A G EI 法 と ゼ ラ チ ン
サ ブス ト レ ー トゲ ル 法
試料を1 ％岸－メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル に よ る還元 あ
るい は非運元状態で La e m mliら27，の 方法 に 従 っ て 電
気泳動した ． 泳動後ゲ ル をク ー マ シ ー プ リ リ ア ン ト ブ
ル ー あるい は鍍染色を施 し観察 し た ． ま た ， ゼ ラ チ ン
サブス ト レ ー トゲ ル 法は Hi 仙s ら3切 方法 に 従 い 行 っ
た ． 即ち ， ゼ ラ チ ン く0．2m gノmり を含 む ポ リ ア ク リル
アミドゲル く8
，
9％ ア ク リ ル ア ミ ドJに 試料 を非還 元
状態で 4 0C で電 気泳動 し ， SDS を緩衝液 く50m M
Tris． 耽1， pHJ7． 511 0m M CaCIJ2 ． 5％ T riton Xノ
0－02％ NaN31 で 洗浄
， 除去後37
O




ゲ ル を ク ー マ シ ー プ ル ー 染色 し てゼ ラ チ ン 分解パ
タ ー ン を調 べ た ． ま た ． 活性 化に 伴う 潜在型 M M P－9
分子 の 変化 を調 べ る目的 で ， ク ー マ シ ー プ ル ー 染 色し
た ゲル あ る い は その オ ー トラ ジオ グラ フ イ ー 後 の フ イ
ル ム を デ ン シ ト メ ト リ ー に よ り検討 した ．
VI
，
N末端 ア ミ ノ 酸配 列の 同定
潜在型 と活性型 M M P．9 の N 末端 ア ミ ノ 酸配列 は
6600 ProSequ e n c e rくM illiGe nノBio se a rch， Bu rl如gto n，
U． S． A ．I を用 い て決 定し た ， 活性 型 M M P－9く分 子 量
67，000J は滞在型酵素 を 1．Om M A P M Aく37
0
C． 18時
間さ で活性化 し ， ウ ル トラ ゲ ル AcA 44 カ ラ ム ク ロ マ
ト グラ フ ィ ー に よ り分離 ． 精製 した ． 潜在型 と活性型
酵素を 20mM E D T Aで 処理 し ， 10m M triethylam he
a c etate 緩 衝液 ， pH 7．0 で透析後に 遠心 濃縮 した 試料
を分析し た ．
明I． 基質特異性の 検討










Cで m型 コ ラ ー ゲ ン に 作用 さ せ て そ の 分 解産 物 を
S DS－P AGE に て分析し た ． IV 型コ ラ ー ゲ ン ， V 型コ
ラ ー ゲ ン に つ い ては32
0
Cで ． V工型コ ラ ー ゲ ン ， ラ ミ ニ
ン 及 び フ ィ ブ ロ ネク チ ン に つ い て は37
0
Cで 作用 さ せ 同
様 の 方法で分析 した ．
用 ． 滞在型 M M P．9 の 精製
精製 はす べ て 40Cで 行 っ た ． 潜在型 M M P－9 精製の
最初 の 3 段階 は Okada ら 瑚 に よ っ て 報 告 さ れ た
M M P－3 精製法に 準 じて 行 っ た ．
第1段階 ニ H T lO80細胞培養液．く500 mi1 を Y M－1 0
メ ン プ レ ン を装着 した ア ミ コ ン 限外濾過装置 で 50ml
く10倍1 に 濃縮 した ． こ の 濃縮 した 培養液 か ら グ ル コ ー
ス ア ミ ノ グ リカ ン を除去 す る目的 で ， 緩 衝液 く50m M
T ris－ H Cl
， pH 8．O10． 15M NaClノ5 m M CaCl2JIo ．02％
NaN3I で 平衡化 した D E A Eセ ル ロ ー ス カ ラ ム く2．5X
8c ml に か け た ． こ の カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に よ
り滞在型 M M Pt9 は素通 り 分画中 に 回収 され ， サ ン ド
イ ッ チ酵素抗体法 に よ る 潜在型 M M P－9 の 回 収 率 は
88％で あ っ た ．
第 2段階二 D E A Eセ ル ロ ー ス カ ラ ム 素通 り分画 を緩
衝液く50m M T ris－ H Cl， pH 7．510．15 M NaCl11 0m M
CaCl210．02％ NaN，lで平衡化 し た Gree nA Dyem atr e x
ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー く2 ．5X 8 c mI に か け
た ， ほと ん どの 蛋白は こ の カ ラ ム に 結合し な い が ， 潜
在型 の M M P－9， M M P－2， M M P－1くコ ラ ゲナ ー ゼ1 お
よ び T m 4 P は吸着 し たく図1ト カ ラム を同緩衝液 で洗
浄後 ， 0．3 M NaCl と 2 M NaCl を含む緩衝液く50m M
T ris－H Cl， pH 7．5110m M CaCIJO．05％ B rij35IO．02％
936 五 之
NaNd に よ り順次酵素 を溶出し た ． 滞在型 M M P－9 と
T n 4P の大部分は 0．3 M NaCl で溶出さ れ た く図 11．
く滞在型 M M P－9 の 回収率75％1
第 3段階こ Gre e nA Dye m atre xゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト
グラ フ ィ ー の 0．3 M NaCl溶出画分 を緩衝液 く50m M
T ris月Cl， pH 8．O10． 6 M NaCl15 m M CaCIJO．05％

































Fig．1． Gre e nA Dye m atre xgel chro m atogr aphy
and S DS，gelatins ubstr ate gelele ctropho re si of
the c olu m nfr actio n s． くAIT he u nbo u nd fra ction s
obtained fro m D E A E－ C ellulo s e c olu m n
く157ml w er e ap phed to a c olu m n of Gre e nA
Dye m atre xgelchro m atographyく2．5X8c ml． As
the m ajority ofproM M P－9togethe r with TI MP
W aS eluted with O．3 M NaCl， the fra ctio n s
indic ated w ere c o mb ined forfu rthe rpurific ation．
T he distri butio n of A，S。く． ． ．1 and T m 4 Pくel
is sho w n． くBI T he s a mples fro m Gre e nA
Dye m atre x gel c olu m nfra ctio n sく40iL l e a chl
W ere ru n O n aS D S－gelatin s ubstrate gelく8％
total a crylamidel u nde r the u n redu cing c o n－
dition s． T he gel w a sinc ubated in 50m M T ris－
H Cl， pH 7．5110m M CaCIJl．0％ Triton X10．02％
NaN3for 6hr at37
0
C afte r rern o valof S DSa nd
Stained with Coo m a s sie B ri皿iant Blue R250．
ロ ー ス カ ラ ム く1 X 8cml に か け た ． 滞 在型 M M P．9
と 少量 の 潜在型 M M P．1， 2 が吸 着さ れ ， 5％ ジメ チル
ス ル フ ォ キ シ ド で溶 出さ れ た ． 滞在型 M M P－9 の回収
率は59％ で あ っ た ． ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ ー トゲ ル上分
子 量72，000の 滞在型 M M P－2 は M M P－9 よ り遅れて溶
出 され t 両者 を分離す る こ と は 可能であ っ た ．
第 4段階 ニ ゼ ラ チ ン セ フ ア
．
ロ ー ス カ ラ ム で 得られた
試料 を綬衝液 く50m M T ris－ H Cl， pH 7． 5JO ．1 5 M
NaCIJ1 0m M CaCIJO． 05％ Brij3510－02％ NaN31 で透
析後 ， 抗くM M P－11IgG セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム に か けた．
潜在 型 M M P．1 はこ の カ ラ ム に 吸 着 さ れ ， 滞在型
M M P－9 は素通り 分画中に 回 収さ れ た 一 く回収率58％1
第 5段階こ抗くM M P－1IgG セ フ ァ ロ ー ス カ ラム の素
通 り 分画に 回収 さ れ た滞在型 MM P－9 は T m4Pと結
合 した状態 で存在 し て い た く図2ト こ の 試料を緩衝液
く30m M T ris－H Cl， PH 7．5JO－ 2M NaCIJ5 m M CaCld
で 平衡化 した 抗くT m 4 Pl王gG セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム にか
け る と
， 滞在型 M M P－9 は素通 り 分画中 に 回収され
T m 4P は完全 に 除去 さ れ た く回収率36％ナ． 精製された
潜在型 M M P－9 は S DS－P A G E後銀染色す る と， 単 一
の 蛋 白 バ ン ドか らな る こ と が確認 さ れ た く図21． この
1 2 34 5 6
Fig． 2． S D S－P A G Eof the sa mple s fro m each
purific atio n step． T he s ample s w e re subje cted
to S DS－ P A G Eく9％ totala cryla mideI underthe
redu cing c onditions and the gel w as stahed
with silver nitr ate ． Lan e S 二1， C On C e ntrated
c ultu re m ediu m fr o m H T lO 80c ells く10plh
2T6， D E A E－Cellulos eく18JLIJ， C On C entrated Green
A Dye m atre xgelく10JLl， Gelatin－Sepha ros et2O
JLl， AntiくM M P－11IgG－Sephar OS eく20FLIJ， and
AntiくT m 4PIIgG－Sepharo s e c olu m n chro m ato．
gr aphyく30FEl， re SpeCtiv ely．
H TlO80細胞由来 92k Da ゼラ テ ナ ー ゼ
試料を緩衝液く50m M Tris
－H Cl
， pH 7，510．2 M NaCl1
10mM CaCIJO■05 ％Brii3510．02 ％NaN3J に 溶解 し た
状態で保存し ， 本酵素の 性質と活性化機構 の 実験 に 用
い た ．
成 績
王 ． 潜在型 M M P．9 の 精製
ヒ ト線推肉腫細胞由来滞在型 M M P－9 は 5つ の カ ラ
ムク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー に よ り 精製 さ れ た ， 各精 製 ス
テッ プに お け る分子 量の 推移を図2 に 示 す ． ゼ ラ チ ン
セ フ ァ ロ
ー ス カ ラム 溶出分画中に 少量混在 し て い た潜
在型 M M P－1 活性は抗くM M P－1JIgG セ フ ァ ロ ー ス カ
ラム に よ り 除去 さ れ た ． さ ら に 最終 ス テ ッ プ の 抗
tT M PりgG セ フ ァ ロ
ー ス カ ラ ム は潜在型 M M P－9 と
結合してい る分子 量28，000の T工M P の 除去 に 必 須 で
あっ た ．
精製さ れ た潜在型 M M P－9 は S D S－P A G E上 単 一 な
バ ン ドと して泳動 さ れ ， 非還元 及 び還元 状態 で それ ぞ
れ分子 量は89，00 0 と92，00 0 で あっ た ． 抗 くM M P－1J
IgG セ フ ァ ロ
ー ス カ ラ ム に よ り得 ら れ た T n 4 P結合
型の潜在型 M M P－9 は電気泳動上 ， 非還元 状態 で は分
子量250， 00， 125，000， 8 9，000 お よ び26，500の バ ン ド
Tablel． Inhibito rs of M M P－9
937
と し て み ら れ た が ， 還 元 状態 で は 分子 量9 2， 0 0 0 と
2 8
，
000の 2本の バ ン ドの み が観察さ れ た ． 最終的 な回
収率は培養液中の M M P．9 蛋 白 を100％とす る と36％
で あ っ た ．
工工
．
M M P－9 の 安 定性





24時間イ ン キ エ ペ ー ト に よ り活性化 し ， 緩衝
液く50m M Tris－ H Cl， pH 7 ．510 ． 2 M NaCl110m M
CaC12ノ0，05％ B rij3510．02 ％ NaN，I に 溶解 した 状態 で
4
0
C で1 4週 間 ま で 保存 し た ． そ の 結 果 ， 潜 在 型
M M P－9 の 自然活性化率 は14週 で も 5％以 内で あ り ，
活性型 M M P－9 は14過に お い ても 括性 の 低下 は認 め ら
れ な か っ た ． ま た， S D S－P AGE 上 潜在 型及 び活性型
M M P．9 の 分 子 量 に 著変 はみ ら れ なか っ た ， 一 方 ． 緩
衝液中に B rij35 が含ま れ て い な い 場合に は ， 4週で 潜
在型 M M P．9く分子 量92，000ラの ほ か に 分子 量83，000の
バ ン ドの 出現 が み ら れ
， 自然 活性化率 は 8 週 で 12ノ V
15％を示 した ． ま た ． 活性型 M M P－9 の活性も12過で
61％に 低下 した ．
III． 各種阻害剤の 影響
潜在型 M M P－9 を 1．Om M A P M A で37
O
C， 24時間





Inhibitor Co n c e ntr atio n Inhibitio nく％l
E D T A
l，10－P he n a nthrolin e
l，4 － DithiothreitoI
D工F P
P M S F
N － Etylm aleimide
Pepstatin A
Cystein e
Iodo a c eta mide

















































































































M M P－9く60ngI w a s a s sayed at 37C for l hr again st
14C－gelatin in
the pr es e n c e of inhibitor sindic ated a nd lOm M Ca
2 ＋
938 五 之
ナ ー ゼ ア ッ セ イ を行 っ た ． 表 1 の如 く E D T Aや 1 ，
10－ フ ェ ナ ン ス ロ リ ン な どの キ レ ー ト剤 ， ジ チ オ ス レ
イ ト ー ル な どの チ オ ー ル 基化合物 に よ っ て M M Pt9 活
性 は ほぼ 完全に 阻害 され た ． さ ら に M M P－9 の 活性 は
Tm 4P に よ り 化学量論的 に 1 ニ 1 で阻害 さ れ た ． ま
た ， S D Sや 2 － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル な ども活性 を阻
害 し た ． しか し， セ リ ン プ ロ テ ィ ナ ー ゼ ， シ ス テ イ ン
プ ロ テ ィ ナ ー ゼ ， ア ス パ ラ ギ ン 酸プ ロ テ ィ ナ ー ゼ に 対
す る 阻害剤で は阻害さ れ な か っ た ． こ れ らの 結果 は ，
本酵 素が M M P－1，2，3と 同様 に 金属依存性蛋白分解酵
素 に 属す る こ と を示 して い る ．
王V ． M M P－9 の 基質特異性
表 2 に 示 す よ うに 1 m g の 活性型 M M P－9 は I塾 ゼ
ラ チ ン を 1分間に 12，700JL g 分解 した ． S DS－P A G E
で は ， ゼ ラチ ン の 庇 1鎖 と ぽ 2 鎖は 同 じ割合 で分解 さ
れ たく図3 Al． 1で － I 型 コ ラ ー ゲ ン を 基質と した ア ッ セ
イ で は 活 性 は 認 め ら れ な か っ た ． し か し ， S D S－
P A G E で は 工型コ ラ ー ゲ ン の斤 1 ， 2鎖が 特異的 に 分
解さ れ ， 戊 2鎖は低分子化 し た ． 活性型 M M P－9 は押
型 コ ラ ー ゲ ン の プ ロ ぼ 鎖 も 分解 し ． 新 た に 分 子 量
125，000 のバ ン ドが 出現 し た く図 3 Bl． ま た ， V 型 コ
ラ ー ゲ ン も 分解さ れ ， ．ぼ 鎖 は92，00 0 か ら29，500の 間の
Table2． Substr ate spe cificty of
M M fI－9
Substr ate
TypeI c ollage n
Type正 c ollage n
TypeH c ollage n
TypeN c ollagen
TypeY c ollage n
TypeVIcollage n
Fibr o n e ctio n
La minin
TypeI gelatin















Vario u s e xtr ac e11ula r m atrix com －
po n e nts in cluding c ollage n ty pe s I
－
N ， fibr o n e ctin a nd la rni nln w er ein c u
－
bated with M M P－9 a ndthe degr adatio n
produ cts w er ea nalyzed o n S D S
－POly－
a c rylami degelele ctr ophor e si ． En zymic
a ctivity of M M P－9 a．gain st ty pe I
gelatin， Pr Ote Oglyc a n a nd c arbo xym eth
－
ylated tra n sferrin w a s as sayed at
3 7C a nd the specific a cti vity w as
deter min ed． ＋ ， definite degr adatio n of
the s ubstrateこ － ， n Odigestio n．
治
数本 の バ ン ドに 低 分子 化 したく図3 Cト さ らに ， m型 コ
ラ ー ゲ ン も 分解さ れ 分子 量7 4，00 0， 5 2，000， 28，500の
フ ラ グメ ン トが 認め られ た く図3Dト ま た ． 1 mg の活
性型 M M P－9 は l分間当た り 4FL g の プ ロ テ オグリカ
ン と 2 6ノJ g の カ ル ポ キ シ メ チ ル 化 トラ ン ス フ ェ リン
を分解 し た ． し か し ， 王I型 ， YI型 コ ラ ー ゲ ン
，
ラミ ニ
ン 及 び フ ィ ブ ロ ネ ク テ ン は分解 され な か っ た ．
V
． 潜在 型 M 朋肝－9 の 活 性化機構
1 ． A P M Aに よ る滞在型 M M PT9 の 惰性化
1 う活性化の経時的変化
潜在型 M M P－9 を 1．Om M A P M Aと37
0
C で150時間
ま で イ ン キ エ ペ ー ト し ， 活性化 され た M M P－9活性を
1 4
C－ ゼ ラ チ ン を基 質 と し て37
0
C， 1 時 間ア ッ セ イし
た ． M M P－9 の 活性化は図 4 A に 示 す よう に 4時間で
約75％， 10時 間で90％， そ し て24時間 で100％の 活性
を認 め た ． そ の 後 ， 10 0時間 で は6 0％ ， 15 0時間では
38％に 漸減 した ．
次 い で 活性型 MM P－9 が滞在型 M M P－9 を活性化す
る か を検討 した ． 滞在型 M M P－9 を 1 ．Om M A P MA
で37
0
C， 1．5時間処理 に よ り全活性 の2 5％活性化し ，
一t
ス ピ ン カ ラ ム
，，
で A P M Aを除去後試料 を37
0
Cで20
時間反応 させ た ． そ の後試料 を 1．Om M A P M Aの 存
在 お よ び非存在下 で さ ら に 36時間 イ ン キ ュ ベ ー 卜し
た ． そ の結果 ， A P M A除去後 には 活性の 上 昇は認め
ら れ な い が ， A PM Aの 再添加 に よ り活性化が再び観
察 さ れ た く図 4 AJ． こ の デ ー タか ら ， 潜 在型 M M P－9
の 活 性化 に は 常 時 A P M A を必 要 と し ， 活 性型
MM P－9 は滞在型 M M P－9 を活性化 しな い と考えられ
た ． ま た ， 滞在型 M M P．9 を 10m M と 20m M の ヨ ー
ド ア セ ト ア ミ ド で22
0
C， 2 0分 間処 理 し ， 次い で 1 －8
m M A P M A処理 く37
0
C， 5時間1に よ り活性化を行っ
た と こ ろ活性化 は 全 く阻害 さ れ な か っ た ． こ の こと
は ， AP M Aに よ る活性化 に 酵素蛋白の チ オ
ー ル 塞 が
関与 しな い 可能性 を示 唆 して い る ．
2う 活性化 に 伴う 滞在型 M M P－9 の 分子量 の変化
滞在型 M M P－9 を図 4 A と全 く同 じ条件 で活性化
し ， 活性化 に 伴う 分子 量の 変化 を S D S－P A G EG畳元状
手酌 に て 観察 した ． そ の 結果 ， 潜在 型 M M P－9 く分子量
92，0岬 は 分子量 は83，000を経 て ， 分子 量67，000に低
分 子化 した く図 4 Bl． こ の ゲ ル を用 い て デ ン シ トメ ト
リ ー を 行う と ， 分子量67，000 の蛋白 バ ン ドの 経時的変
化 は A P M Aに よ る 活性化曲線 く図 4 AJ に ほぼ
一 致
し ， 分子 量67，000の 蛋白が 活性型 M M P－9 と考えられ
た ． 実 際 ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ ー ト ゲ ル 上 分子量
67，000 の蛋白 バ ン ド に 著 しい ゼ ラ チ ン 分解活性が認め
られ た ．
H T lO80細胞由来 92k Da ゼ ラナ ナ ー ゼ
AP M Aに よ る活性化の際に MM P．9 活性 を50％お
よび200％阻害す る外来性の T m 4Pを加 え ると ， 滞在
型 M MP－9く分子 量92，0001は分子 量83，00の 中間型 に
は低分子化す るが ， 活 性型 M M P．9く分子 量67，0岬 へ
の移行は完全に 阻止 され た く図5ト
2． セ リ ン プ ロ テ ィ ナ
ー ゼ に よ る 潜在型 M M P－9 の
活性化
滞在型 M M P．9 を ト リ プ シ ン く0． 1， 1 ， 10JL gl
mlJと37
0
Cで60時間 ま で 反 応さ せ ， M M P－9 を 1で － ゼ ラ
チン を基質と し て ア ッ セ イ した ． そ の 結果 ． 10声 gノ
皿1， 2 時 間イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン で 完 全 な 活性 化
1100％I が み られ ， そ の 活性 は時間と と も に 急速 に 低
下し たく図 6 Aト ま た ， 1メ上 gノmlで は 8時間 で最大の
活性け3％Iが得 られ ， 0．1ノJ gノmlで は24時間 で全活性
の29％ま で し か活性化さ れ な か っ た く図 6 Aト ト リ プ
シ ン く1 0月 gノmlい こ よ る 活性 化 に 伴 い ， 潜 在 型
M M P－9 は分子量78，000， 73，000， 65，000の バ ン ド に
A
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24時 間後 に は こ れ ら の バ ン ド は 消失 し
た ． 活性化曲線 と の 比 較か ら 分子 量65，000の バ ン ドが
活性型酵素と考え られ た ．
ぽ － キ モ ト リ プ シ ン に よ る活性化で は 10ノJ gノml． 6
時間処理 で 最大 の活性く95％I が得ら れ たく図 6 BI． ま
た ， 10月 gノml の カ テ プ シ ン G で は24時間で 最大 の活
性く100％I を示 し た く図 6 Cト ぽ － キモ トリ プ シ ン く10
JL gノm1 と カ テ プ シ ン G く10JL glm1 に よ る活性化 で
は分子 量65，000， 66，000の 蛋白 バ ン ドが それ ぞ れ 活性
型 M M P．9 と考 えら れ た ． プ ラ ス ミ ン ， トロ ン ビ ン ，
好中球 エ ラ ス タ ー ゼ ， プ ラ ズ マ カ リク レ イ ン に よ る活
性化 を同様 の 条件 に て 行 っ たが ， こ れ らの 酵素で は潜





00 0の 数本 の バ ン ドに 分解 され て い た ．
3 ． 活性酸素種 に よ る 潜在型 M M ト9の 活性化
潜在型 M M P－9 と中間型く分子量83，0 001が混 在 し た















Fig． 3． Digestio n oftype I gelatina nd c o11age nty pe sIV， V， IIIwith M M P－9． くAI
Type I gelatinく1 8JL gl w asinc ubated with M M P－9く1．3ngJ at 37
O
C． T he re actio n
W aSte r minated with 3 0m M E D T Aa ndthe degradationprc xlu cts w ere analyzed o n
S DS－P AG Eく7．5％ totala cryla mideI u nde rthe redu cing c o ndit on s． Lan esl a nd 9，
the s ubstr ate inc ubated with buffe ralone forO and 24hr， reSpeCtiv ely． Lanes2－8，
the s ubstr ate in c ubated with M M P－9 for lO， 30m in， 1， 2， 4， 8 a nd 24hr，
re spe ctiv ely． くBン Type IVc ollage nく18JL gl w as re a cted with M M P－9 t600ngl at
32
O
C a nd the pr odu cts w e re ru n O nS DS－P A G Eく6％ totala cryl皿1ideJa sdes cri bed
inFig． 3 A． Lan esl a nd 5， the s ubstrate in c ubated with buffer alo n efo rO and
24hr， reSpe Ctiv ely． La n e s2－4， the s ubstrate inc ubated with M M P－9 fo r4， 8 and
24hr， re Spe Ctiv ely． くCI Type V c ollagenく15JJ gJ w asinc ubated with buffer alon e
く1an ell and M M P．9 く600ngl く1an e21 fo r24hr at 32
O
C and the pr odu cts w er e
a nalyz ed o nS D S－P A G Eく7％ totala crylamidel． mlType I工Ic olagenく15JL gJ w as
re a cted with buffer alo n eく1an elJ and M M P－9く1an e21for24hr at 25
O
C and the
produ cts w er e subje cted to S D S－P A G Eく7．5％ totala cryla midel．
940 五 之
ベ ー 卜す ると 1 時間以 内に 全活性の 36％ まで 活性化さ
れ た く図 71． し か し ， 中 間 型 を 含 ま な い 潜 在 型
M M P－9 の 試料 に お い て は 活性化 は認 め ら れ な か っ

















耶m e伽IO 4 1024 4883 96150
Fig．4． T in1 e C O u rSe Ofpr oM M P－9 a ctiv atio n with
A P M AtAla nd c o nv e rsion of pr oM M P－9 du ring
its a ctiv ation くBl． ProM M P－9 く33JJ gI w a s
incubated at3 rC with l．Om M AP M A for upto
150hr
．
At the in c ubatio n t主m e indic ated， the
s a mple s w e re s uge sted to the ass ay u s mg
14C gelatin fo rlhr at 37
0
Cく■い肌 d als o an alyzed
on s D S．P A G Eく9％ totala c ryla mideナ． h orde r
to e x a mine whether A P M A is c o ntinu o u sly
required forproM M P－9 a ctiv atio n， A P M Aw as
r e rn OV ed from the re action mixtu r esby spin
c olu mn of Sephade x G
－10at the point of 25％
of the fulla ctivityく串1l a nd the sa mple w a s
inc ubated at37
O
C fo r a n ad dit onal20hrくAン． A
h alfof this s ample w a sagan tre ated with
l．Om M A P M Aく木21 and the fu rthe r a ctiv atio n
ofproM M P－9 w as m o nitor edくム1．
S D S．P A G E で観察 す る と 潜在型 M M P－9く分 子量
92，000I の 蛋白 バ ン ド に は 変 化 は み ら れ ず ， 中間型
M M P－9く分子 量83，0001 の バ ン ドの み が 時間とと もに
消失 し ， 分子 量5 5，000の バ ン ドが 新 た に 観察された ．
ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ ー トゲ ル で は 分子 量69，000の位置
に ゼ ラ チ ン 分解活性 を示 す バ ン ド が み ら れ たが ， 分子
量55
，
000の バ ン ド に はゼ ラ チ ン 分解活性は認 められな
か っ た ． こ れ らの デ ー タよ り分子 量69，000の バ ン ドが
活性型酵素 と考 え られ た ．
一 方 ， 上 記 の 2 種 類 の 試料 に つ き 過酸化水素
く0．002， 0．02， 0．2， 2．Om Mlを用 い て同様の 方法で活
性化 を試み た が活性化は全く観察 され なか っ た ．
VI． 外来性 TI M Pと 潜在型 M 皿m ト9 との 結合
潜在型 M M P－9 と T m 4P との結合性 を以下 の2つ
の 方法で 検討 した ． A ffi－gellO に カ ッ プ リ ン グ した潜
在型 M M P－9 と125I で標識 し た TIM Pを4
O
Cで16時間
イ ン キ ュ ベ ー 卜 し ， ゲ ル を洗浄後， 6 M尿素を含む緩
衝液 で 溶出し た ． こ れ らの 洗浄液と溶出液中の放射活
性 を y シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 測 定する と全活
性 に 占め る割合 は そ れ ぞ れ17％と78％で あり ， 潜在型
1 2 3 4
Fig．5． Effects of T n 4 Pon pr oM M P
－9 c o n－
v e rsion du ring A P M Aa ctiv ation． ProM M P
－9
u．毎 glwhich c ontains a n inte m ediate spec
ies




Oa n ell w as a ctiv ated with l．Om M A P M Aat
37
O
C for 24hr く1a n e21． Pr oMM P－9 u．5p gl
re a cted with T m 工Pく0．2JLg， 1an e 3il．OJLg，1ane
41 at 4
0
C for 16hr w a sals o inc ubated w
ith
l．Om M A P M Aat 37
0
C for 24hr． T he s a mples
w ere subje cted to S DS－P A G E く9％ total
a c ryla midel u nderthe redu cing c onditon s
and
the gel w a s stained with suv e r nit
rate．
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Fig－6． Activ atio n of proM M P－9 by try psin， a－
ChymOtry PSin and n e utroph n c athepsin G．
ProM M P－9く86ngン w asinc ubated with try psin
tAI， a ． Ch ym Otry PSin くBン aJld n e utroph d
C athepsin GくClat37
0
C at lOJL gノmlに江 1jL g，I
I
mlくAJ and O．1jJ gl mlく中I． T he M M P，9




C afte rter minatio n of the a ctiv ati。n
rea ctio n with 2m M di－isoprop yl flu or opho sphate．
Activity achie v ed by the inc ubation of pro．
MM P－9 with l．Om M A P M A for 24hr at 37
O
C
W aStaken a slOO％ a ctivity．
941
M M P－9 に TIM P が結合 す る こ と が示 さ れ た ．
次に ， 滞在型 M M P－9 と12可 で 標識 した T m 4P を4
0
C， 16時間反 応 し， 0．5m g の 卵白 ア ル ブ ミ ン添加後 ウ
ル トラ ゲ ル AcA 44 カ ラム で 蛋白 を分離 した ． ま た同
山 の 条件 で 12SI で標識 した T n 4P のみを AcA 44 カラ
ム に か け た ． 各 フ ラ ク シ ョ ン の 放射活性 を測定 す る
と ， Tm 4P単独の場合で は分子量29，500 の位置 に その
ピ ー クが み られ る の に 対 し， 滞在型 M M P－9 と 反 応さ
せ た場合 に は 分子量125，000の 部位 に 観察 さ れ た く図
81． こ の こ と は 滞在型 MMP．9－ T n 4P複合体が ゲ ル 濾
過法で分離さ れ な い こと を示 し て い る ． し か し ， 同 一
の 条件で 形成 さ れ た滞在型 M M P．9－Tm 壬P複合体 は ，
S D S－P AGE 上 非還元状態で 分離 して泳動さ れ た ．
WI
． イ ム ノ ブ ロ ッ ト法 と N末端ア ミ ノ 酸分析
潜在型 M M P－9 を 1．Om M A P M A と3 7OC で 2 ，
4 ， 24時間活性化 し ， 試料を S D S－P A G E後 ニ ト ロ セ
ル ロ ー ス 膜 に 転写 した ． こ の ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 を潜
在型 M M P－9 の N末端部と C末端部を認識す る特異抗
体く57．13 D8と 56－2 A 41 を用 い て ， 仲の 方法 卿 に 従 っ て
イ ム ノ ブ ロ ッ ト した ． そ の 結果
，
57．1 3D 8抗体 で は潜
在型 M M P．9く分 子 量 9 2，0 00I の み が 認 識 さ れ ，
56－2 A 4抗 体 は 潜在型 と 中間 型 M M P－9 く分 子 量






















Fig．7． Activ atio n of proM M P．9 by NaO Cl．
ProM M P－9く86ngJw hich c ontains aninte m edi－
ate spe cies of Mr 83，000w a sinc ubated at 37
0
C
with diffe re nt c o n c e ntration s of NaO Clこ くA l，
5．Om M 三くAl， 1．Om Mニ く争1， O．2m M に 1， buffer
alon e． Activity a chiev ed by the inc ubatio n of
Pr OM M P－9 with l．OrnM A P M A fo r2 4hr at37
O
C
W a Stake n a slOO％ a ctivity．
942 五 之
67，0001 は これ らの 抗体と は 反 応 しな か っ た く図9 ト
抗 くMM P，11IgG セ フ ァ ロ
ー ス カ ラ ム よ り得 られ た
Tn4P 結合型の 滞在型 M M P－9 を 57－13 D8抗体 と抗
くT m 仲1 抗体を用 い て同様の 方法 で イ ム ノ ブ ロ ッ ト す
る と ， 非還元試料で み られ た 分子 量125， 00 0の バ ン ド
に M M P－9 と T m 4Pの 存在が 観察さ れ た ．
潜在 型 M M P－9の N 末 端 ア ミ ノ 酸配列 は A la
－Pro，
Arg－Gln．Arg－G h
－Ser．T hr－Le u－Val－Le u－P he －Pr o で ，
滞在型 M M P．9 の ア ミ ノ 酸配列
10Iに 一 致し た ． 一 方 ，
A P M A処理 を受け た活性型 M M P－9 の ア ミ ノ 酸配列
は Met－Arg． T hr－Pr o－Arg
－くCysトGly－ V al－Pro－Asp－Le u．
Gly．Arg－P he－ Gln ．T hr－P he
－ Glu で あ っ た － 活性化 に 伴
い 除去さ れ た N末端部ペ プチ ドの 分子 量 は8，92 5で あ
り ， 活性型 M M P－9 は計算上中間型酵素の 分子 量 に近
似し て い た ．
考 察
























Fig．8． Co mplex for mation of proM M P
－9 with
T n 4P． 1q－1abeled T r MPく530ngン W a Sinc ubated
w辻h bufferalon eくAl orproM M P－9く86JJ gl くBI
at4
0
C for1 6hr． T he s a mples w e rethen mixed
with 5rng OVal bu min and chr o m atogr aphed o n
the Ultrogel AcA 44c olu m n く1．5xl15c ml
equilibr ated with 50m M T ris
－ H Cl， PH 7．510－4M
NaCVlOm M CaCIJO．05％ B rij3510．02％ NaN訃
A28。く． ． ．ン a nd radio activity く■I a rein dic ated．
Vo， blu ede xtrani BSA， bo vine s e ru malbu min
く68k Dali Ov a， OValbu minく43k Dah S TI， S Olibe an
try psin inhibitorく21k Dal－
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り36％の 高 い 回収率 をもっ て
滞在 型 酵素 が単離精製 さ れ た ． 本 酵 素 は 分 子量が
92，000 で， 工型 ゼ ラ チ ン に 対 して 著 しい 活性く12，700
jL gノ分ノm g 蛋 副 を 示 し た ． 酵 素活性 は ED T Aや
1 ， 10 － フ ェ ナ ン ス ロ リ ン な ど の キ レ
ー ト剤 や
T m 4P で阻害さ れ る の に 対 し ， セ リ ン プ ロ ティ ナ ー
ゼ ， シ ス テ イ ン プ ロ テ ィ ナ
ー ゼ ， ア ス パ ラギ ン酸プロ
テ ィ ナ ー ゼ に 対す る 阻害剤で は 阻害 さ れ なか っ た ． こ
れ らの 結果と 滞在型 M M P－9 に 対す る 特異的モ ノク
ロ ー ナ ル 抗体と の 反応性及 び N 末端 ア ミ ノ 酸配列の
デ ー タか ら
， 精製さ れ た本酵素が M M Ps 遺伝子 フ ァ
ミ リ ー 中の 潜在型 M M P－9 である こ と は明白で ある ．
滞在型 MMP－9 は TIM P複合体 と して存在する こ
と が報告さ れ て い るlの11，． 本研究に お い て も ， 精製途中
の 試料で は S DS－P A G E 上滞在型酵素 は T m4Pと結合
した状態で泳動さ れ た ． こ の結合 は非還元状態での み
観察さ れ ， 還 元 す る と 両者は完全に 分離 さ れた ， 同様
の 所見 は M ou ら
11一に よ っ て も報告 さ れ て お り， 彼らは
滞在型 M M P－9 と T m IP の結合 は ジ ス ル フ ィ ド結合
と 報告 し た ． し か し ， 潜 在 型 M MP－9 に 結合し た
TI M P が抗 くT m 4PIIgG セ フ ァ ロ ー ス カ ラム で容易に
分離 す る こ と は ， そ の 結合が 非共有結合で ある こ とを
示 して い る ． ま た ， 外来性 T m 4P と再構成さ れた潜在
塾 M M P－9 が非還 元状態で も S D S－P A G E 上分離する
A 8 C
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
Fig． 9． Im m u n oblotting analysis of M MP
．9
spe cie s du ring a ctiv ation with A P M A． Pro
－
M M P－9くIan elJand that a ctiv ated withl－Om M
A P MA at 37
0
C for2， 4 and 24hr く1an es2．4，
re spe ctivelyl w e re ele ctropho re s ed on 8％ SDS
くredu cingl gel and tr an sfe rred to nitrcxIellulose
m e mbraJl eS． T he m e mban e S W er eth n stained
with Au r oDye くAl， Or re a Cted with m o n oclonal
antibodie s， 57－13 D 8くBl and 56－2 A 4くCl， and
biotinylated anti－ m O u S eIgG antibody fonow ed
by A B Cm ethod forim m u ndblotting．
RT l O80細胞由来 92k Da ゼ ラ チ ナ ー ゼ
こ とはこ の こと を支持 し てtl る ■ 滞在 型 M M P－9 と
T m4P の結合機序 に 関 して は 不明 で あ る ． し か し ． ゲ
ル源過法で は はずれ ず ， 抗 くT m 4PHgG セ フ ァ ロ
ー ス
ヵラ ム や還元 剤お よ び S D Sの 作用 で 分離す る こ と か
ら， そ の結合 は酵素と イ ン ヒ ビタ
ー の 立 体構造 に 基づ
く相互作用 と考 えら れ る ■
M M P．9 が王V型 ， V型 コ ラ ー ゲ ン や ゼ ラ チ ン を分解
する こと に 関 して は既 に い く つ か の 報告が あ
る
跡購帥 甘け 1封
． こ の よ う な 性質 は MM P－2H 廿17－と 類似 し て
おり ， こ れ ま で 両酵素 の 基質 に 差異 が なし1と 考 えら れ
てきた
州
． し か し ， 基質特異性 に 関 し て は 上 記 の 基質
のみが共通 して お り ， M M P．9 と M M P－2 が分解す る
基質はき わ めて 異な る こ と が本研究で 明 か と な っ た ．
M M P－2 は工V 型， V 型コ ラ ー ゲ ン ， ゼ ラ チ ン の み な ら
ずフィ プロ ネ ク ナ ン と ラ ミ ニ ン を分解し
l心1511刀
， 基 底膜
成分の分解 に 適す る と考 え られ る ． 一 方 ， MM P－9 は
工数 工工型コ ラ ー ゲ ン を分解 しう る 点で 注目 さ れ る ．
工型コ ラ ー ゲ ン の ぼ 鎖の N末端部非 ヘ リ ッ ク ス 部に は
架橋が存在す る こ とか ら ， M M P－9 に よ るガ 1 ， 2鎖
の分解と ぽ 2鎖の低分子化 は ば 2鎖 の 同部位 で の 特異
的な切断に よ る と考 え られ る ． M M P－9 はコ ラ ー ゲ ン
分子の 3本鎖 ヘ リ ッ ク ス 部位 を切 断で き な い と考 え ら
れる こと か ら ， m 型コ ラ ー ゲ ン も お そ ら く 同分子 中の
非ヘ リ ッ ク ス 部 で分解さ れ る と 推定さ れ る ．
M M Ps に 共通 した重 要な特徴 の 1 つ は ， こ れ ら の
酵素が滞在型酵素 と して 分泌さ れ細胞外 で 活性化 を受
ける こと で あ る ． 従 っ て
， 活性 化の 過程 は こ れ ら の 酵
素が生体内で作用 を発現す る た め の 不 可欠の ス テ ッ プ
である ． 滞在型 M M P－1， 2，3 の 活性化機序 に 関 し て は
多数の 報告が あ り ， こ れ らの M M Ps は A P M Aに 代
表される水銀化合物に よ っ て容 易に 消性化 を受 け ると
されて い る14115I171297．34l． 滞在型 M M P－9 の A P M A処理 に
よる活性化曲線 は M M P－3刃， の それ に き わ め て 類似 し
ており， 急速 な活性化と失括を 示す M M P－2瑚 と は 対
照的で あ っ た ． 活性化 に よ り 了潜在型 M M P－9 は中間
型 扮 子量83，0岬 を経 て 活性型酵素 く分子 量 67，0001
に低分子 化する が
， 中間型 酵素 で は N末端ペ プチ ドが
欠失し， 活性型 酵素で は さ ら に C末端 ペ プ チ ドも 欠損
する こ とがイ ム ノ ブ ロ ッ トで 示 され た ． ま た ． こ の こ
とは活性型酵素の N 末端 ア ミ ノ 酸配列の 分 析 に よ っ て
も確かめられ た ． 従 っ て ， 潜在型 M M P－9 の 活性化は
N末端ペ プ チ ドと C末端 ペ プ チ ドが 順次切断さ れ て お
こる こ とが明か と な っ た ． 活性型 M M P－9 の N 末端 ア
ミ ノ酸配列 の 検討 で は ， M M Ps で よ く 保存 さ れ た
Pro－Arg－Cys－ Gly－ Val－Pro－ Asp の ア ミ ノ 酸 配列 よ り 4
アミノ酸上流の Ala74－ Met75 の ペ プ チ ド結合が切断 さ
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れ て い た ． 最近 ． Nagas eらと 彼の グ ル ー プ
3 欄 1
は滞在
型 M M P－1 と M M P－3 を A P M Aで 処理 す る と そ れ ぞ
れ V al
67－Met68 と Glu68－Va169 の ペ プ チ ド結合 の 切 断 に
よ り 中間型酵素が生 じ ， 次 い で ． Pr o－ Ar針 Cys－ Gly－
V al－Pro－Asp か ら 3 アミ ノ 酸下 流 の 切断に よ り活性化
が完了 す る と報告し て い る ． M M P．2 の晴性化 に 関 し
ても ． 中間型酵素 の 存在が確 か め られ てtlな い 点 を除
けば M M P－1， 3 と同様 で あ る14I． こ れ ら の こ と か ら ．
M M P－1， 2， 3 で は Pr o．Arg－Cys．Gly－V al－Pro－Asp の ア
ミ ノ 酸配列直後 での 切断が そ の 活性化に 必須 の プ ロ セ
ス と 考え ら れ る ． こ れ と比 較 し て ， N末端 ペ プ チ ドと
C末端 ペ プ チ ド の 除去に よ り活性化 をき た す M M P－9
はき わ め て特徴的 な活性化機序 を有す る と い え る ． ま
た ， C末端ペ プ チ ドの 切 断が TIMP の 存在 に よ り阻止
さ れ る こ と は興味深 い 所見で ある ． こ れ まで の 報告で
活性型 M M P－9 の 分 子 量 が誤 っ て83，000 と報告さ れ た
の は911 の， TIM P結合型 M M P－9 で 検討さ れた た め と 考
えら れ る ． 実際 ， T m 4P産生能の ない ラ ッ ト乳癌細胞
由来の 惰性型 MM P－9 は分子 量69．000 と報告さ れ て い
る13I．
活性酸素種の 1 つ で あ る HOClが M M PJ9 を1時間
と い う短時間 で 活性化す る こ と は注目す べ き 所見であ
る ． 好 中球由来の コ ラ ゲ ナ ー ゼ くM M P－8I35Iと ゼ ラ チ
ナ ー ゼ くM M P－9136I371が H O Clで 活性化され る こ と は既
に報告 され て い る ． 滞在型 M M P－9 は最大活性の 36％
ま で しか 活性化さ れ な い が ， Pep p血 ら 姻 の 報告 で も
30％で あ り ほぼ 同等の 活性化率で あ っ た ． H O Clに よ
る こ れ ら M M Ps の 活性化機序 に 関し て は こ れ ま で 全
く 不 明 で あ っ た が ， 本 研 究 で は H O Cl は滞 在 型
M M P－9く分子 量92，000いこ作用 せ ず ， 中 間型 M M P－9
く分子 量83，000きの み を活性化 す る こ と が 明 か と な っ
た ． 近年
，
HO Cl が T m工P を不活性化す る こ と が報告
され てい る 御 ． 従 っ て ， 組織 に 浸潤 した好中球 に 由来
す る H O Cl は T n 4Pの 不 活性化と MMP－9 の 活性化
に よ り本酵素活性の 調節 に 重 要な 役割 を果た す 可能性
が考 えら れ る ．
潜在型 M M P－1 と M M P－3 は プ ラス ミ ン を は じ め と
する 種々 の セ リ ン プ ロ テ ィ ナ ー ゼ に よ る限定分解 を受
ける と 活性化さ れ る こ とが 知 ら れ て い る29即 3 刷 ． 滞在
型 M M P－9 も トリ プ シ ン ． キ モ ト リ プシ ン ， カ テ プ シ
ン G に よ り 最大活性 に ま で 活性化さ れ ， い ずれ も 分子
量6 5，000前後 の 活性型 M M P－9 を 生 じ た ． Naga se
ら飢， は潜在塾 M M P－3 の 好 中球 エ ラ ス タ ー ゼ ， プ ラ ズ
マ カ リ ク レ イ ン
，
キ モ ト リ プ シ ン ． プ ラ ス ミ ン に よ る
活性化を詳細 に 検討 し
，
そ の 活性化がセ リ ン プ ロ テ ィ
ナ ー ゼ に よ る限定分解後の 分子 間自己触媒反応で 完 了
94 五 之
し， い ずれ も 分子量約45，000の 活性 型 M M P－3 に なる
こ と を報告 し た ． M M P－9 に 関 して も 同様 な機序 が推
定さ れ ， 今 後検討 さ れ る べ き 課題 と 考 え ら れ る ． 一
方 ， 滞在型 M M P－9 が プ ラス ミ ン に よ っ て活性化 され
ない こ と は 重要な所見で あ る ． これ ま で 癌細胞 の 浸潤
． 転移 に 関す る 多く の 研究 で は ， I Y 型コ ラ ー ゲ ン 分解
酵素 と名付 け られ た M M P－9 や M M P－2 がプ ラ ス ミ ン
に よ り 活性化 さ れ る こ と を 前提 と し た 報 告 が 多
い 3 刷
． し か し， 本研究や Okada ら
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の報 告で 明 ら か
な よ う に ， プラ ス ミ ン に よ る M M P
－9 や M M P－2 の 惰
性化 は不可能 で あ り ， 生 体 内 で は カ テ プ シ ン G や
H O Cl な ど の他 の 活性化剤 の 関与 が必要 と考 え ら れ
る ．
M M P．9 は高転移性細胞株 で 特異的 に 発現 さ れ る こ
とか ら ， 癌細胞が も つ 転移能 の 1 つ の 指 標と 考 えら れ
てい る71肌3t 実際， M M P－9 が王V型コ ラ ー ゲ ン の み な ら
ず細胞間質に 広く存在 す る 工 ， m ， V 型コ ラ ー ゲ ン を
分解す る こ とか ら ， 本酵 素の み で 癌細胞 は周囲結合組
織 へ の浸潤 と血 管内侵 入 を果た す こ とが 可能 と考 えら
れ る ． し か し， T m 4Pは M M P－9 活性の 阻害だ けで な
く 了活性化 その も の を阻止 す る こ と か ら生体内に お け
る本酵素活性 は T工M Pに よ る厳重な コ ン ト ロ ー ル 下
に ある と推定 され る ． 従 っ て ， K hokba ら
421の 報 告 に
ある よ う に ， 腫瘍細胞の転移能 は T M Pの 発現 レ ベ ル
で 決定さ れ る可能性 も考 え ら れ る ． い ずれ に して も ，
癌の 浸潤 ． 転移機構 を研究 す る 際に は M M P疇9 の産生
能だ け で な く T工MP と の 不均衡の有無 を検討す る こ
とが きわ めて 重要と考 え られ る ． 一 方 ， M M P－9 は好
中球や マ ク ロ フ ァ ー ジ な どの 炎症細胞 に よ っ て も 合
成 ， 分泌 され てお り ， こ れ らの 細胞の組織内浸潤 に も
作用 して い る 刷 ． ま た ， 仲認1 は本酵素が破骨細胞 に 局
在 し骨吸収に 関与 する 可能性 を 示 して い る ． こ の よ う
に ， M M P－9 は癌細胞の浸潤 ． 転移や 炎症 に 伴 う 組織
破壊 に 広く関与す る可能性 が考 えら れ る ．
結 論
H T lO80細胞培養液よ り潜在型 M M P．9 を単離精製
し本酵素 の 性質 と活性化機構 に つ い て検討 し ， 以下の
結果 を得 た ．
1 ． 滞 在型 M M P－9 は 5つ の カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー に よ っ て 精製 され ， 非還 元及 び還元状態 で そ れ
ぞれ S D S－P A G E 上分子 量89，000 と92，000の 単 一 な 蛋
白 バ ン ドと して 泳動さ れ た ． 本 酵素の 回収率は36％で
あ っ た ．
2 ． M M P．9 の 活性 は各種 キ レ ー ト割 に よ っ て 阻 害
され ， TM Pに よ り化学 量 論的 に 1 ニ 1 で 阻害 さ れ
た ． ま た ， M M P－9 特 異抗体 と の 反応性 と N末端ア ミ
ノ 酸配列の デ ー タか ら精製さ れ た 本酵素が MM P．9と
断定 され た ．
3 ． 本酵素 は ゼ ラ チ ン に 対 し て高 い 分 解活性を示し
た ■ ま た
，
I型 ， 1工I塾 ， W 型及 び V 型コ ラ ー ゲ ンが本
酵素 に よ っ て 分解 さ れ たが ， V王型 コ ラ ー ゲ ン ， ラミニ
ン 及 び フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン に対 す る 分解活性 は認められ
な か っ た ．
4 ． 潜在型 M M P－9 は 1．Om M A P M A で370C， 24
時間処理 に よ り最も 強く 活性化さ れ ， そ の 後活性は漸
減 した ． A P M A処理 に よ り ， 滞在型 M M P．9 は中間型
く分子 量8 3，00 01 を 経 て ， 活 性型 M MP－9く分子量
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，
0001 に 低 分子化 し た ． イ ム ノ ブ ロ ッ ト法と活性型
酵素 の N末端 ア ミ ノ 酸配列 の デ ー タ か ら ， A PM Aに
よ る潜在型 M M P－9 の 活性化 は N末端 と C末端ペ プチ
ド の 除去に よ り 生 じ る こ と が 明 か と な っ た ． A PM A
に よ る 惰性 化 の 際 に T m 4P を加 え る と 滞在型
M M P－9 は分子 量83，000 の中間型 に 低分子化するが ．
活性型 M M P－9く分子 量67，00 01 へ の 移行 が 阻止され
た ． こ の こ と は T m 4P が 活性型 M M P．9の活性を阻害
す る ばか り で な く潜在型 M M Pt9 の 活性化も阻害する
こ と を示 し て い る ．
5 ． 滞在型 M M P－9 は ト リ プシ ン ， 庇 ヰ モ トリ プシ
ン ， 好 中球 カ テ プ シ ン G に よ る部分消化 に よ っ ても活
性化さ れ た ． しか し ， プ ラ ス ミ ン ， トロ ン ビン ， 好中
球 エ ラ ス タ ー ゼ ， プ ラズ マ カ リ ク レ イ ン で は全く活性
化 さ れ な か っ た ． ま た ， 活性 酸素種 の 1 つ で ある
H O Clに よ り36％ ま で 活性化さ れ た ． こ れ らの こ とは
好 中球由来 の 蛋白分解酵素 や 活 性酸 素 が潜在型
M M P－9 の 活性化に 関与す る 可能性 を示 唆している －
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1．Om M p－ aminophenylm erc uric ac etateCA P M Alfor2 4 hr at3 7C and， thereafter， de clinedgradually
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Mr67，00 thro ugh the interm ediateform of Mr 83，000．
r
me data of N H2－te r min alsequenc e a nd
im m unoblottlng analysesde m o nstra ed thatthe c on version ofpr oM M P－9t o the a ctive speCle S W aS
a chieved by 血e re m oval of both amin o
－ a nd c arboxy
－te r minalpeptide s． W hen proM M P
－9 c om q
plexed wi th TI M Pwa s a c tivated wi th A P M A， the c onversion oftheinte rm ediate tothe active species
W aSblocked． Itis， therefore， Obvious thatTI M Pplays adualrolein the r egulation of 血e activityby
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